メタセコイア球果抽出物の抗肥満作用 by 桑原 美由紀
メタセコイア球果抽出物の抗肥満作用


















平成 21 年度 




















BMI 日本の基準 WHO 基準 
18.5 未満 低体重 Underweight 
18.5 以上 25 未満 普通体重 Normal range 
25 以上 30 未満 肥満(1 度) Pre-obese 
30 以上 35 未満 肥満(2 度) Obese class Ⅰ 
35 以上 40 未満 肥満(3 度) Obese class Ⅱ 
40 以上 肥満(4 度) Obese class Ⅲ 
身長あたりの体重指数；BMI (Body Mass Index) 









 現在、日本における肥満者は年々増加している。平成 19 年国民健康・栄養調査 2)による
と昭和 52 年以降、男性の肥満者は増加しており、また、男性はいずれの年齢階級において
も肥満者(BMI≧25)の割合が 20 年前または 10 年前に比べて増加しており、30 歳代以上の
男性の約 3 割が肥満である。女性の場合、肥満者は変わらないが、年代別に見ると近年、
ダイエットによるやせの割合の増加から、20 歳代から 50 歳代までは肥満者の割合は減尐し




























































































































M.S.E.Me、メタセコイア球果熱水抽出物を M.S.E.W と表記する。 
 
2-2. サンプルの抽出方法 
12 月から 3 月頃、校内にあるメタセコイアの木から落下した球果をメタノール抽出、熱
水抽出し、減圧乾固させたものを実験材料として使用した。メタセコイア球果抽出物の収
率はメタノール抽出物、熱水抽出物ともに 1.5 %であった。 
 
2-3. 膵リパーゼ阻害活性試験 
膵リパーゼ阻害活性試験は、Lipase Kit S [DS ファーマバイオメディカル(株)]を用いて
測定した。酵素は豚由来の膵リパーゼ(ICN Biomedicals)を使用し、1.0 U/ml となるように
酵素液を調製した。サンプル溶液を 1.0, 2.0, 4.0, 8.0 mg/ml に作製した。5 μl の酵素液、2 μl
のエステラーゼ阻害剤、発色液 73 μl を 96 ウェルプレートに入れて混合し、30 ˚C、5 分間
プレインキュベートした。その後、サンプル溶液、あるいは、コントロールとして蒸留水
を 10 μl 加えて、さらに、基質液を 10 μl 加えてよく混合してから、37 ˚C、遮光下で 30 分








本講座の宮田の方法 22)より脂肪吸収抑制試験を行った。7 週齢、雄の ddY マウス(日本
SLC)を標準飼料(MR ストック、日本農産工業)で 1 週間予備飼育した後、24 時間絶食させ
て実験を行った。ランダムに ddY マウスを選び、コントロール群、M.S.E.Me 投与群、
M.S.E.W 投与群の 3 群に分けた(n=8)。コントロール群には蒸留水(20 ml/kg)とコーン油(8 
 7 
ml/kg)を、M.S.E.Me 投与群には M.S.E.Me (1,000 mg/20 ml/kg)とコーン油(8 ml/kg)、
M.S.E.W 投与群には M.S.E.W (1,000 mg/20 ml/kg)とコーン油(8 ml/kg)をそれぞれ強制経
口投与した。投与開始直前(0 時間目)と投与開始後 1 時間おきに尾採血を 10 時間目まで行
った。採血した血液は 5,000×g で 1 分間遠心分離した。血中トリグリセリド(TG)濃度は、
遠心分離して得られた血漿を用いて、トリグリセライド E-テストワコー(Wako)で測定した。 
 評価方法として、血中 TG 濃度の経時的な曲線と投与後 0 時間における血中 TG 濃度の点
から時間軸に平行な線で囲まれた面積を Area Under Curve 値（AUC 値）と定め、吸収さ





ロマトグラフィーには G3000S ゲル(TSK-GEL G3000S、東ソー株式会社)を用いた。使用
した充鎮剤、展開溶媒は[充鎮剤(充鎮剤の重さ)、展開溶媒]の様式で記載した。HPLC 装置
には液送ポンプ PU2089i 型装置、検出器 UV2070 型紫外分光光度計(日本分光)、ODS カラ
ム(ODS-HG-5、野村科学)を用いた。使用したカラム、カラムのサイズ、展開溶媒、流量、
吸光度を[カラム(内径×長さ)、展開溶媒、流速、吸光度]の様式で記載した。限外ろ過は Viva 
spin 20（MWCO 10,000、MWCO 3,000、ザルトリウス・ステディム・ジャパン株式会社）
を用いて分子量別に大きく 3 つに分けた。 
 
2-6. DPPH ラジカル消去試験 
1-1ジフェニル-2ピクリルヒドロラジカル(DPPH)をメタノールで150 μg/mlに調製した。 
また、サンプルは蒸留水で調製した。調製したサンプルを 96wellplate 上にメタノールで段
階希釈し、調製した DPPH 溶液を 100 μl 入れ、5 分間反応させた。その後、吸光度 550 nm
で測定した。サンプル濃度は M.S.E.W の 25%EtOH 溶出画分は 1 mg/ml で、VitaminC、
カテキン酸、エラグ酸、没食子酸、クロロゲン酸は各々0.1 mg/ml で調製した。 
 
2-7. 酒石酸鉄比色法 
酒石酸鉄試薬は硫酸第一鉄・7 水和物 100 mg、酒石酸カリウムナトリウム 500 mg を蒸
留水に溶解し、全量 100 ml として調製した。0.05 M リン酸緩衝液は 0.05 M リン酸二ナト
リウム溶液(リン酸二ナトリウム 1.79 g を水に溶解し、全量を 100 ml に調整)と 0.05 M リ
ン酸一カリウム溶液(リン酸一カリウム 0.68 g を水に溶解し、全量を 100 ml に調整)とをス
ターラーで攪拌しながら混合して、pH メーターで pH 7.5 に調整した。サンプル溶液 0.33 


















































図 2. M.S.E.Me が膵リパーゼ活性に及ぼす影響 










































図 3. M.S.E.W が膵リパーゼ阻害活性に及ぼす影響 





 M.S.E の脂肪吸収抑制試験による経時的な血中 TG 濃度の推移を図に示した。M.S.E.Me
投与群、M.S.E.W投与群はコントロール群と比較すると、血中 TGの上昇を抑制していた(図
4)。図 5 より吸収された総 TG 量の指標である AUC 値(算出法は 2－4 に示した)を算出して































図 4. M.S.E.経口投与が脂肪吸収に及ぼす影響 
(雄、8 週齢の ddY マウス、n=8) 





































図 5. AUC 値で評価した M.S.E の脂肪吸収に及ぼす影響 
(雄、8 週齢の ddY マウス、n=8) 






























水 (5 vol.) → 25%EtOH (5 vol.) →
50%EtOH (5 vol.)→ 75%EtOH (5 vol.)













  常法によりメタセコイア球果熱水抽出物から膵リパーゼ阻害活性成分を分離した。図 6
に示したとおり、M.S.E.W 7997.9 mg を蒸留水 200 ml に溶解させ、分液ロートを用いて
n-ブタノール 200 ml×3 回により分液操作を行った後、減圧下で乾固させ、水画分 6870.5 











































図 7. M.S.E.W 分画物が膵リパーゼ活性に及ぼす影響 
*** : p < 0.005 vs Control 
 15 
3-3-2. カラムクロマトグラフィーによる分画 
 水画分 6870.5 mg のうち 6135.7 mg を G3000S ゲルを用いて水、25%、50%、75%、100% 
エタノールの順で溶出させて水溶出画分(3330.7 mg)、25%EtOH 溶出画分(2748.8 mg)、
50%EtOH 溶出画分(128.5mg)、75%EtOH 溶出画分(5.7 mg)、100%EtOH 溶出画分(12.4 
mg)の 5 つの画分に分けた。5 つの分画物を減圧乾固させた後、水溶出画分、25%EtOH 溶
出画分、50%EtOH 溶出画分、75%EtOH 溶出画分、100%EtOH 溶出画分の各濃度が 46.6、
38.5、1.80、0.08、0.7 μg/ml のエタノール溶液を作製し、リパーゼ阻害活性試験を行った。
その結果、25%EtOH 溶出画分にリパーゼ阻害活性が見られた(図 8)。また、脂肪吸収抑制







































図 8. M.S.E.W 分画物が膵リパーゼ活性に及ぼす影響 


































図 9. M.S.E.W 分画物が脂肪吸収抑制に及ぼす影響 























図 10. AUC 値で評価した M.S.E.W 分画物が脂肪吸収に及ぼす影響 




3-3-3. HPLC による分析 
 25%EtOH 溶出画分の HPLC 分析を行う前に、TLC 分析で溶媒を検討した。その結果、
30%MeOH 溶液が適切であると判断した。その後、HPLC による分析を行った。カラムは
ODS-HG-5 (20mm×250mm)を使用し、展開溶媒は MeOH/H2O=3/7、流速 5 ml/min、吸






















図 11. 25%EtOH 溶出画分の HPLC 分析 




3-3-4. 限外ろ過膜 Viva spin 20 による分子量推定 
限外ろ過膜 Viva spin 20 により 25%EtOH 溶出画分 64.2 mg を分子サイズ別に L (Mw≧
10,000, 51.8 mg)、M（3,000<Mw<10,000, 7.1 mg）、S（Mw≦3,000, 8.1 mg）3 つの画分
に分けた。3 つの分画物を減圧乾固させた後、L（Mw≧10,000）、M（3,000<Mw<10,000）、


























図 12. M.S.E.W 分画物が膵リパーゼ活性に及ぼす影響 





















3-4-1. DPPH ラジカル消去試験 
 M.S.E.W25%EtOH 溶出画分にラジカル消去能があることが分かった(図 14)。IC50 にお
いてラジカル消去能を持つ純品と比較すると、M.S.E.W25%EtOH 溶出画分の DPPH ラジ
カル消去能は VitaminC の約 1/9、カテキン酸の約 1/20、エラグ酸の約 1/16、没食子酸の
約 1/29、クロロゲン酸の約 1/5、テアフラビンの約 1/4、テアフラビン 3,3’-ジ-O-ガレート





















図 13. M.S.E.W25%EtOH 溶出画分の DPPH ラジカル消去活性試験 
  
IC50 
M.S.E.W 25%EtOH 溶出画分    161.32 μg/ml      エラグ酸        10.21 μg/ml 
VitaminC                     18.35 μg/ml       没食子酸         5.50 μg/ml 
カテキン酸                      8.65 μg/ml      クロロゲン酸      31.8 μg/ml 
テアフラビン           44.3 μg/ml 























3-4-2. 膵リパーゼ阻害活性試験による比較  
 ポリフェノールの中でリパーゼ阻害活性を示す没食子酸と 25%EtOH 溶出画分を濃度



























図 14. 膵リパーゼ阻害活性試験による比較 




















 没食子酸、カテキン酸、25%EtOH 溶出画分を濃度 125,250,500,1000 μg/ml に調製し、
酒石酸鉄比色法を行った。その結果、没食子酸、タンニン酸ともに濃度依存的に吸光度が




































 M.S.E のリパーゼ阻害活性が in vitro で確認できたので、実際に生体内でリパーゼ阻害作








 in vitro、in vivo の実験結果をふまえ、M.S.E のリパーゼ阻害活性を示す成分の同定を試
みた。今回、M.S.E.Me、M.S.E.W のリパーゼ阻害活性が同程度だったことより、将来的に
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